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Abstrakt: 
 
Kardanoly jsou v dnešní době stále více používanými látkami v průmyslu polymerů, 
barviv, brzdných materiálů, ad. Tyto látky podobné lipidickým sloučeninám podléhají 
za správných podmínek metatezi. Hlavním cílem diplomové práce je analýza produktů 
metateze kardanolů metodou HPLC-MS/MS. Pro kvantitativní HPLC analýzu byl 
připraven standard 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenol, který je při metatezi kardanolů 
jedním z hlavních produktů. Tento standard byl připraven ve dvou krocích. Prvním 
krokem byla ethenolýza kardanolů za vzniku 3-(non-8-en-1-yl)fenolu. Druhým krokem 
přípravy byla homometateze 3-(non-8-en-1-yl)fenolu. Standard byl charakterizován 
pomocí metod HPLC/MS, EI-MS, ESI-MS/MS, UV/VIS, IR, Ramanovy a NMR 
spektroskopie. Druhá část práce je věnována studii mechanismu lokalizace dvojné 
vazby na dlouhých uhlovodíkových řetězcích metodou acetonitrilové APCI-MS. 
S pomocí jednoduchých modelových alkenů byla metodami MS a MS/MS zkoumána 
tvorba aduktů [M + 55]
+•
, které v této metodě hrají klíčovou roli. Nakonec byla 
navržena struktura a mechanismus vzniku aduktů [M + 55]
+•






Kardanol, metateze olefinů, HPLC-MS, lokalizace dvojných vazeb, APCI, acetonitril 
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Abstract: 
  
Cardanols are more and more used in the industry of polymers, resins, coatings, 
friction materials, etc. At right conditions, these lipid-like chemicals can undergo 
metathesis reaction. The main aim of the diploma thesis is an analysis of products of 
cardanol metathesis by HPLC-MS/MS. Standard 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldiphenol, 
one of the main products of cardanol metathesis, was prepared for quantitative HPLC 
analysis. The standard was prepared in two steps. The first step was cardanol 
ethenolysis to give 3-(non-8-enyl)phenol. The second step was self-metathesis of 3-
(non-8-enyl)phenol to give 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldiphenol. The standard was 
characterised by HPLC/MS, MS/MS, EI-MS, UV/VIS, IR, Raman a NMR 
spectroscopy. The second part of the thesis is dedicated to the study of a mechanism of 
double-bond localization method in long chain hydrocarbons by acetonitrile APCI-MS. 
The formation of adducts [M + 55]
+•
, which are the key substances of this method, was 
studied using simple alkene models by MS and MS/MS. At the end, the structure and 
the mechanism of the formation of adducts [M + 55]
+•





Cardanol, olefin metathesis, HPLC-MS, double-bond localization, APCI, acetonitrile 
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Seznam zkratek a symbolů 
 
APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku (z angl. Atmosphere 
Pressure Chemical Ionization) 
ATR zeslabená úplná reflektance (z angl. Attenuated Total Reflectance) 
C18 oktadecyl 
CI chemická ionizace (z angl. Chemical Ionization) 
CID kolizně indukovaná disociace (z angl. Collision-Induced Dissociation) 




DQF-COSY dvoukvantově filtrovaná korelační spektroskopie (z angl. Doube-
quantum-filtered Correlation Spectroscopy) 
DTGS deuterovaný triglycinsulfát (z angl. Deuterated Triglycine Sulfate) 
EI elektronová ionizace (z angl. Electron Ionization) 
GC plynová chromatografie (z angl. Gas Chromatography) 
HPLC vysokotlaká kapalinová chromatografie (z angl. High Pressure Liquid 
Chromatography) 
HMBC heteronukleární vícevazebná korelační spektroskopie (z angl. 
Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 
HSQC heteronukleární jednokvantová korelační spektroskopie (z angl. 
Heteronuclear Single Quantum Correlation) 
IR infračervená oblast (z angl. Infrared) 
Mr relativní molekulová hmotnost, [g∙mol
-1
] 
MS hmotnostně spektrometrická detekce (z angl. Mass Spectrometry) 
m/z poměr hmotnosti a nábojového čísla 
NMR nukleární magnetická rezonance 
NP normální fáze (z angl. Normal Phase) 
OTs toluensulfonát 
Ph fenyl 
RCM metateze s uzavíráním kruhu (z angl. Ring Closing Metathesis) 
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ROMP metatetická polymerizace s otevíráním kruhu (z angl. Ring opening 
metathesis polymerization) 
RP obrácená fáze (z angl. Reversed Phase) 
t čas, [min] 
UV ultrafialová oblast (z angl. Ultraviolet) 
VIS viditelná oblast (z angl. Visible) 
ZK Zhanův katalyzátor 
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1 Úvod 
 
Kardanoly jsou v posledních letech stále více využívanými látkami pro polymerace, 
výrobu nátěrů, barviv, pryskyřic, konzervačních přísad, frikčních kapalin, voděodolného 
těsnění a dalších materiálů. Své využití nacházejí také v zemědělství [1] a v lékařství 
[2]. Výroba kardanolů spočívá ve vakuové destilaci oleje, který byl předtím extrahován 
ze skořápek ledvinovníku západního. Kardanoly tvoří směs fenolů substituovaných 
v poloze meta řetězcem obsahujícím 15 uhlíků a jednu, dvě nebo tři dvojné vazby. 
Nejenže jsou tyto látky levnými a dostupnými zdroji fenolů, ale přítomná dvojná vazba 
může podléhat metatetickým reakcím a tím napomáhat k rozšíření znalostí mechanismu 
metateze a účinnosti jejích katalyzátorů. 
Metateze olefinů, jedna z moderních katalytických metod syntézy v organické 
chemii, se uplatňuje hlavně v petrochemii, v chemii detergentů a polymerů. Její využití 
je velmi slibné v chemii olejů. Metateze přírodních olejů a tuků podporuje používání 
obnovitelných zdrojů, což je jednou z hlavních zásad zelené chemie.  Zrušením a znovu 
utvořením dvojné vazby vznikají z olefinů nové produkty. Klíčovým krokem tohoto 
procesu je reakce olefinu s přechodným metalokarbenovým komplexem [2+2] 
cykloadicí, čímž vzniká metalacyklobutenový intermediát [3]. Za objasnění 
mechanismu metateze a struktury intermediátu byla Chauvinovi, Schrockovi a 
Grubbsovi v roce 2005 udělena Nobelova cena.  
Nejúčinnějšími katalyzátory metateze jsou rutheniové karbenové komplexy. 
V dnešní době je nejvíce dostupný a používaný Grubbsův katalyzátor druhé generace 
[4] a Hoveyda-Grubbsův katalyzátor první a druhé generace [5], ale nadále probíhají 
výzkumy modifikací těchto typů katalyzátorů  [6],  [7]. 
S mechanismem metateze souvisí i poloha dvojné vazby olefinu před reakcí a po ní. 
Jako spolehlivý způsob lokalizace dvojných vazeb nenasycených lipidických látek se 
osvědčila metoda APCI-MS s použitím acetonitrilu [8]. Tato metoda je kompatibilní 
s HPLC a je založena na tvorbě a fragmentaci aduktů [M + 55]
+•
, kde M je molekula 
lipidické sloučeniny a kde hmotnostní inkrement 55 Da má elementární složení C3H5N. 
Struktura a mechanismus vzniku aduktů [M + 55]
+•
 nejsou dosud zcela objasněny. 
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Tato práce je věnovaná analýze produktů metateze kardanolů metodou HPLC-
MS/MS, což zahrnuje: 
 optimalizaci podmínek měření; 
 přípravu standardu 3-(non-8-en-1-yl)fenolu a standardu se dvěma fenolovými 
jádry 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu a jejich spektroskopickou 
charakterizaci; 
 měření UV/VIS spekter standardů a určení absorpčních koeficientů; 
 modelové hmotnostně spektrometrické studie zaměřené na objasnění 
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2 Teoretická část 
 
2.1 Kardanoly 
Kardanoly jsou přírodní fenolické lipidy (hustota 0,93 g∙cm
-3
) obsahující fenolické 
jádro a řetězec v meta poloze tvořený patnácti uhlíky s jednou, dvěma nebo třemi 
dvojnými vazbami. Konkrétně jsou kardanoly směsí tří látek s různým stupněm 
nasycení (viz Obrázek 1): 5-{8(Z),11(Z),14-pentadekatrienyl}fenolu, 5-{8(Z),11(Z)-




Obrázek 1 Struktura kardanolů 
 
Zdrojem kardanolů je rostlina ledvinovníku západního (lat. Anacardium occidentale) 
z čeledi ledvinovníkovitých. Ledvinovník neboli kešu pochází původem z Jižní 
Ameriky, odkud se poté dostal do Asie a v dnešní době se již pěstuje ve všech 
tropických oblastech celého světa.[9] 
Produkce kešu v poslední době stále stoupá s přibývajícím využitím jejich produktů.  
Materiálem pro získávání kardanolů je konkrétně olej ze skořápek kešu oříšků 
(CNSL, z angl. Cashew Nut Shell Liquid), který je nejdůležitějším produktem procesu 
zpracování kešu díky svým jedinečným chemickým vlastnostem. Jedná se o tmavě 
hnědou viskózní kapalinu, která je žíravá při styku s kůží. Skořápky obsahují cca 25 – 
30 % tohoto oleje, který je zdrojem nenasycených fenolů s dlouhým řetězcem. Obsahuje 
směs látek: kyselinu anakardovou, kardanol, kardol a 2-metylkardol.  
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Procentuální zastoupení složek CNSL záleží na metodě extrakce oleje ze skořápek 
kešu oříšků. Tak je rozlišován technický CNSL a přírodní CNSL. Technický CNSL 
(také známý jako dekarboxylovaný CNSL) je bohatší na množství kardanolu. Přírodní 
CNSL má naopak více kyseliny anakardové. 
Extrakce CNSL z kešu může být prováděna třemi metodami [10]: 
 termální extrakce; 
 mechanická extrakce; 
 extrakce rozpouštědlem (studená extrakce, horká extrakce za použití jiného 
rozpouštědla – Soxhletův extraktor, ultrazvuk nebo extrakce superkritickým 
oxidem uhličitým). 
Olej může být také extrahován pomocí vakuové pyrolýzy.  
Použití  CNSL je zejména v průmyslu polymerů, je součástí nátěrů, barev, pryskyřic, 
frikčních materiálů či povrchově aktivních látek, konzervačních přísad, brzd a 
voděodolného těsnění. Polymery vyrobené z CNSL nabízí snazší zpracování a vysokou 
odolnost vůči působení kyselin a zásad. Jejich odolnost vůči hmyzu rozšiřuje jejich 
využití i do oblasti zemědělství [1] a antimikrobiální a protinádorové vlastnosti do 
oblasti lékařství [2].  
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2.2 Metateze 
 
Metateze je chemická reakce, při níž dochází k výměně substituentů (nejčastěji na 
uhlíku) mezi dvěma reaktanty. Jedna z nejvýznamnějších reakcí je metateze olefinů, 
reakce řízená kovovým katalyzátorem na dvojné vazbě, při které dochází k výměně 
substituentů daných uhlíků. Stará dvojná vazba se při reakci zruší a vytvoří se nová (viz 
Obrázek 2).  
 
 
Obrázek 2 Schéma metateze olefinů 
 
Reakce je termodynamicky řízený proces. V chemické syntéze se často používají 
alkeny (alkyny) s dvojnou (trojnou) vazbou na konci řetězce. Vznik etylenu (případně 
acetylenu) posouvá rovnováhu ve směru produktů. To platí také pro olefiny, jejichž 
metatezí vzniká 2-buten. Jeho těkavost posune rovnováhu reakce ve prospěch produktů. 
Rovnováhu reakce lze ovlivnit také prací za sníženého tlaku, který zajišťuje odstranění 
těkavého produktu. V praxi je většina metatetických reakcí ovlivňována kineticky.  
Poprvé byla pozorována metateze propenu při vysoké teplotě už v roce 1931. První 
katalyzovaná metatetická reakce byla objevena v roce 1951, když průmysloví chemici 
Eleuterio, Peters, Evering, Banks and Bailey ve společnosti Standard Oil and Phillips 
Petroleum pozorovali, že při reakci propenu vznikl etylen a 2-buten. [11] Výchozí látka 
byla zahřívána v přítomnosti molybdenu ve formě oxidu (nebo ve formě kovu či 
komplexu [W(CO)6]) aktivovaného hydridem hlinito-lithným na oxidu hlinitém 
(MoO3/Al2O3/LiAlH4). Analýza produktů infračervenou (IR, z angl. Infrared) 
spektroskopií potvrdila předpokládanou disproporcionaci.  
První polymeraci bicyklo[2.2.1]hept-2-enu provedli nezávisle na sobě Eleuterio [12; 
13] a Truett [14] v roce 1960. Teprve v roce 1967 bylo zjištěno, že reakce metateze s 
otevíráním kruhu je stejná reakce jako metateze necyklických olefinů. 
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Na konci 60. let 20. století byl mechanismus metateze olefinů záhadou. Název 
metateze poprvé použil Calderon v roce 1967 [15]. Calderon navrhl mechanismus 
zahrnující meziprodukt vznikající π-interakcí cyklobutanu s kovem [15]. Při metatezi 
ale nevzniká cyklobutan a katalyzátor nereaguje s cyklobutanovými deriváty za vzniku 
olefinů. 
V roce 1971 Pettit navrhl meziprodukt reakce tetrametylen s sp
3
 hybridizovanými 
atomy uhlíku navázanými na kovový komplex přes dvojnou vazbu sdílenou třemi atomy 
– dvěma uhlíky a kovem (viz Obrázek 3). [16] Později byl tento mechanismus 
vyloučen. Pettitovi konkuroval ve stejném roce Chauvin  a jeho student Hérisson, kteří 
popsali mechanismus metateze přes jiný meziprodukt. Inspirovali se prací Fischera na 
syntézu wolfram-karbenového komplexu [17], Nattovou prací na polymeraci 
cyklopentenu za použití WCl6 a AlEt3 [18] a prací Bankse a Baileyho na výrobu etylenu 
a 2-butenu za použití komplexu [W(CO)6] na oxidu hlinitém [19]. 
 
 
Obrázek 3 Navrhnutých struktur meziproduktů metatetické reakce [20] 
 
Chauvin a jeho skupina experimentálně potvrdili navržený mechanismus metateze 
při pokusech s metalokarbenovým komplexem, který sloužil jako katalyzátor a iniciátor 
reakce [3]. Na vývoji katalyzátorů se významně podíleli také Schrock a Grubbs, kteří 
podložili mechanismus metateze olefinů a mechanismus tak byl obecně přijat. Roku 
2005 dostali Chauvin, Schrock a Grubbs Nobelovu cenu za vysvětlení a rozvoj metateze 
olefinů. 
Metateze olefinů je katalyzována přes přechodný metalokarbenový komplex. [3] 
Nejprve se olefin [2+2] cykloadicí naváže na metalokarben za vzniku 
metalacyklobutanového přechodového stavu (intermediátu), který se dále rozpadá na 
molekulu jiného olefinu a nový metalokarben. Metalokarben pak znovu reaguje stejným 
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způsobem s druhým olefinem. Dojde tak ke vzniku produktu a k regeneraci katalyzátoru 
(viz Obrázek 4). 
 
 
Obrázek 4 Schéma mechanismu metateze olefinů a tvorby metalokarbenu [21] 
 
Metateze se rozlišuje dle reagujících výchozích látek, průběhu reakce a vznikajících 
vazeb. 
Typy metateze lze rozdělit do následujících kategorií [20]: 
 metateze alifatických alkenů: kometateze  (Cross-metathesis), homometateze 
(Self metathesis) je kometatezí dvou identických olefinů; 
 metateze s otevíráním kruhu (Ring opening metathesis); 
 acyklická metateze dienů (Acyclic diene metathesis polymerization); 
 metatetická polymerizace s otevíráním kruhu (ROMP, z angl. Ring Opening 
Metathesis Polymerization); 
 metateze s uzavíráním kruhu (RCM, z angl. Ring Closing Metathesis); 
 metateze enynů (Enyne metathesis); 
 kometateze s otevíráním kruhu (Ring opening cross-metathesis). 
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2.3 Katalyzátory metateze 
 
Prvními známými metalokarbenovými katalyzátory byly v 60. letech 20. století 
katalyzátory Fischerova typu. Byly to přechodné metalokarbenové komplexy 
stabilizované heteroatomem navázaným na karbenovém uhlíku [17]. Některé 
katalyzátory Fischerova typu mohou podporovat metatezi olefinů. První výsledky 
s těmito komplexy publikovali Casey a Burkhardt, kteří popsali reakci komplexu 
[W(CO)5(=CPh2)] s isobutanem za vzniku 1,10-difenyletylenu [22].  
První katalytické systémy byly na bázi molybdenu a wolframu. Byly to buď oxidy 
(např. WO3/SiO2), které se používaly v průmyslu pro přeměnu propylenu na etylen a 
buteny, nebo Ziegler-Nattův systém a jeho deriváty jako např. WCl6 (nebo MoCl5) + 
AlXnR3-n nebo (SnR4). Chauvin pro své experimenty použil katalytické systémy 
WOCl4/Al(C2H5)Cl2 a WOCl4/Sn(C4H9)4. Katalyzátor obsahující cín byl připraven 
přeměnou Ziegler-Nattova katalyzátoru (1963 – Nobelova cena za chemii) založený na 
chloridu titaničitém TlCl4 s dietylchloridem/trietylaluminiem. [23]  
Nevýhodou prvotních metalokarbenových katalyzátorů byla jejich nízká stabilita, 
jejíž důvod se přičítal slabé vazbě kovu a uhlíku. S objasněním této nestability přišel 
Wilkinson, který syntetizoval stabilní dvojité metaloalkylové komplexy neobsahující β-
vodík. Bylo zjištěno, že nestabilita byla způsobena kineticky, β-eliminací [24]. Tyto 
komplexy byly sice stabilní, avšak nekatalyzovaly metatezi olefinů. 
Jako velmi efektivní se ukázaly být molybdenové a wolframové katalyzátory, které 
ukázaly nejvyšší aktivitu v metatezi alkenů a jsou v dnešní době snadno komerčně 
dostupné. Schrock a jeho kolegové proto vynaložili velké úsilí pro objevení stabilních 
metalokarbenů těchto dvou kovů, které by efektivně katalyzovaly metatezi 
nenasycených uhlovodíků. Výzkum byl nakonec úspěšný [25] a přinesl velkou škálu 
molybden- a wofram-karbenových komplexů s obecným vzorcem 
[M(=CHCMe2Ph)(=N–Ar)(OR2], kde R je objemná skupina. 
K vývoji katalyzátorů dále přispěli Osborn [26-29] a Basset [30; 31] se svými 
wolframovými komplexy, aktivními při metatezi olefinů. Osborn prováděl polymerace 
s již dříve Shrockem dobře určeným wolframovým katalyzátorem [32] a dále ukázal 
pomocí 
1
H nukleární magnetické rezonance (NMR) spektroskopie charakter 
polymerizačního systému a meziproduktu wolframcyklobutanu. Basset popsal 
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aryloxoalkoxoalkyliden-wolframový katalyzátor, který byl jedním z prvních příkladů 
iniciátorů reakce neobsahujících Lewisovy kyseliny a umožňujících polymeraci 
substituovaných bicyklických sloučenin ROMP mechanismem. 
Výhodou Schrockových katalyzátorů objevených v 90. letech 20. století je jejich 
vysoká aktivita, molekularita (není potřeba přidat aditiva) a také komerční dostupnost. 
Například molybdenové komplexy nereagují s olefiny, ale selektivně a efektivně 
zaměňují substituenty alkynů bez potřeby použití ko-katalyzátoru. Některé reakce 
probíhají dokonce i při 25 °C. Zde jsou pro metatezi rozhodující alkoxid ligandy. 
Tebbovo činidlo je také efektivní pro dosažení příslušné karbonyl-olefinové reakce, 
což dokazuje Grubbsova studie komplexu [Cp2Ti(CH2)(ClAlMe2)] [33], který reaguje 
s olefiny v přítomnosti dimetylaminopyridinu za vzniku titanocyklobutanů, které 
pomalu katalyzují metatezi a které mohou být použity k určení všech meziproduktů 
metateze olefinů. 
Obvykle jsou rozlišovány dva typy metalokarbenových katalyzátorů: ty jenž obsahují 
nukleofilní karben Schrockova typu a ty jenž obsahují elektrofilní karben Pettitova typu. 
Pettit se zajímal o metylenkarbenové komplexy, z nichž se snažil odvodit metylenové 
meziprodukty ve Fischer–Tropschově procesu. Roku 1966 tak přišel s charakteristikou 
reaktivity nového druhu katalyzátorů [FeCp(CO)2(=CH2)]
+
. [34] Později došlo 
k záměně Cp (η
5
-C5H5) za Cp* (η
5
-C5Me5), čímž mohla být rotační bariéra vazby 
Fe=CH2 popsána metodou NMR. [35] Green v roce 1971 [36] syntetizoval první 
rutheniový komplex Fischerova typu [RuCp{=(Me)OMe}(CO)(PCy3)][PF6] 
stabilizovaný metoxy skupinou na karbenovém uhlíku.  
Grubbs, inspirován Nattovou prací z roku 1965 ohledně RuCl3 katalyzujícího 
polymeraci cyklobutenu a 3-metylcyklobutenu probíhající mechanismem otevíráním 
kruhu [37], provedl polymeraci 7-oxabicyklo[2.2.1]hept-2-enu za vzniku vysoko-




) pomocí komplexu 
RuCl3 nebo [Ru(H2O)6](OTs)2 (OTs = toluensulfonát). Tato katalýza byla ještě 
pozoruhodnější, když byla provedena ve vodě. [38] Krátce na to mohl Grubbs 
pozorovat za stejných podmínek reakce vznik ruthenium-karbenového meziproduktu a 
poté polymerizaci cyklooktanu, když byl do vodného roztoku [Ru(H2O)6](OTs)2 přidán 
ethyldiazoacetát. [38-43]  
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V roce 1992 Grubbs popsal první efektivní stabilní komplexy ruthenia podporující 
ROMP reakce nižších olefinů a katalýzu RCM dienů. Komplex má obecný vzorec 
[RuCl2(PR3)(=CH–CH=CPh2)] (R = Ph nebo Cy). [Ru(=CHPh)Cl2(PCy3)2] je známý 
jako Grubbsův katalyzátor první generace a je organickými chemiky nejpoužívanějším 
katalyzátorem metateze díky své stabilitě na vzduchu a snášenlivosti s různými 
funkčními skupinami (kromě aminů a nitrilů). [42] 
Grubbsův katalyzátor druhé generace [RuCl2{C(N(mesityl)CH2)2}(PCy3)(=CHPh)] 
byl navrhnut o pár let později Nolanem [4], Grubbsem [44-49], Fürstnerem 
a Hermannem [50]. V dnešní době je to nejvíce používaný katalyzátor kometateze, 
přestože je neslučitelný s aminy a nitrily (pro představu Schrockův katalyzátor je účinný 
i v přítomnosti acetonitrilu). 
Hoveyda [5], Hofmann [51], Grela [52] a Blechert [7] popsali jiný velmi aktivní 
stabilní rutheniový katalyzátor metateze. První katalyzátor Hoveydova typu je odvozený 
od Grubbsova katalyzátoru první generace a nese pouze jeden fosfin a chelatující 
karbenový ligand. Druhý typ Hoveydova katalyzátoru nese Arduengův karben místo 
fosfinu. Oba katalyzátory jsou komerčně dostupné, avšak poměrně drahé. Grela se 
zabýval různými variantami Hoveydova katalyzátoru se zvýšenou účinností (aktivní i 
při 0 °C). Grelův nápad byl destabilizovat Ru-O etherovou vazbu, aby se podpořila 
dekoordinace etheru, čímž se vytvoří katalyticky aktivní čtrnáctielektronový systém. [6] 
V porovnání s Grubbsovým katalyzátorem druhé generace je skupina Hoveydových 
katalyzátorů vhodná k obtížnějším metatezím polysubstituovaných olefinů a selektivní 
kometatezi, při které je potřeba se vyvarovat samopárování. [5] Nejúspěšnější variantu 
Ru-benzylidenového katalyzátoru popsal Blechert [7]. Účinnost a stabilita 
Blechertových komplexů předčila všechny ostatní rutheniové katalyzátory (viz Obrázek 
5). 
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Obrázek 5 Katalyzátory Grubbsova typu [20]: A – Grubbsův katalyzátor 1. generace 
(1995); B – Grubbsův katalyzátor 2. generace (1999); C – Hoveydův katalyzátor 
prvního typu (1999); D – Hoveydův katalyzátor druhého typu (1999); E – Grelův 
katalyzátor (2000); F – Blechertův katalyzátor (2002) 
 
Díky objevu matalokarbenového katalyzátoru metateze olefinů pronikla do různých 
oborů např. zelené chemie, syntézy přírodních látek či chemie polymerů [53]. 
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2.4 Metoda HPLC  
 
Vysokotlaká kapalinová chromatografie (HPLC, z angl. High Pressure Liquid 
Chromatography) je jeden z typů kolonové chromatografie nejčastěji používaná 
v biochemii a analytické chemii pro separaci, identifikaci a stanoven množství aktivní 
sloučeniny. [54] V této metodě je používána kolona se stacionární fází, pumpa 
pohánějící mobilní fázi kolonou a detektor ukazující retenční časy molekul. Retenční 
časy závisí na interakci mezi stacionární fází, analyzovanou molekulou a použitým 
rozpouštědlem. [55] Analyzovaný vzorek je v malém objemu nadávkován do proudu 
mobilní fáze a poté je na koloně zadržen určitými chemickými nebo fyzikálními 
interakcemi se stacionární fází. Tyto interakce závisí na vlastnostech analytu a složení 
stacionární a mobilní fáze. Čas, ve kterém určitý analyt eluuje (vychází druhým koncem 
kolony), se nazývá retenční čas. 
Běžně užívaná rozpouštědla zahrnují různé mísitelné kombinace vody nebo 
organických rozpouštědel (nejčastěji methanol a acetonitril). [55; 56] Pokud se mění 
složení mobilní fáze při analýze, je tento děj nazýván gradientovou elucí. [56] 
Gradientová eluce funguje na principu afinity analytu pro danou mobilní fázi (v určitém 
čase), která je rozdílná od afinit dalších složek směsi. Výběr rozpouštědel, přísad a 
gradientu závisí na vlastnosti stacionární fáze a analytu. 
HPLC je rozdělována dle typu použité stacionární a mobilní fáze. 
 Chromatografie s normální fází (NP, z angl. Normal Phase): separuje analyty na 
základě polarity. NP-HPLC používá polární stacionární a nepolární mobilní fázi. 
Polární analyt interaguje se stacionární fází, na které je zadržován. Adsorpce na 
koloně roste s polaritou analytu, což zvyšuje retenční čas. 
 Chromatografie s obrácenou fází (RP, z angl. Reversed Phase): používá 
nepolární stacionární a mírně polární vodnou mobilní fázi. Metoda funguje na 
základě hydrofobních interakcí, které vyplývají z odpudivých sil mezi polární 
mobilní fází, relativně nepolárním analytem a nepolární stacionární fází. Vazba 
analytu na stacionární fázi je úměrná ploše povrchu nepolární části molekuly 
analytu po spojení s ligandem z vodné mobilní fáze. 
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Každý přístroj HPLC má zásobník mobilní fáze, pumpu (nebo sérii pump), systém na 
dávkování vzorku, kolonu, detektor a počítač zobrazující naměřená data (viz Chyba! 
Nenalezen zdroj odkazů.).  
 
 
Obrázek 6 Schéma HPLC přístroje 
 
Vzorek je nejprve nastříknut do dávkovací smyčky. Dávkovací smyčky jsou většinou 
šesticestné ventily s definovaným nebo volitelným objemem (dávkování je 
reprodukovatelné). Za atmosférického tlaku je vzorek nasáván do proudu mobilní fáze, 
která proudí z pumpy do kolony. Za vyššího tlaku je vzorek do mobilní fáze nastříknut, 
protože ta prochází dávkovací smyčkou a vnáší vzorek do kolony. Mobilní fáze je hnána 
pumpou.  Nejčastěji používané pumpy jsou izokratické pro izokratickou eluci a binární 
nebo kvartérní po gradientovou eluci. Jde o dvojice sériově zapojených pístů s plynule 
proměnným zdvihem zajišťující stálý průtok, minimální tlakové pulzy, přesnou tvorbu 
gradientu a reprodukovatelnost. 
Pro správnou analýzu na HPLC přístroji se musí zohlednit důležité parametry: vnitřní 
průměr a délka kolony, velikost částic a velikost pórů stacionární fáze a tlak. 
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Vnitřní průměr je kritický parametr, který stanovuje, kolik analytu projde kolonou. 
Tento parametr také ovlivňuje citlivost metody. Širší kolony jsou obvykle využívány v 
průmyslových procesech (např. purifikace léčiva pro pozdější použití). Kolony s malým 
vnitřním průměrem mají lepší citlivost a nižší spotřebu rozpouštědla na úkor kapacity. 
Dlouhé kolony zajišťují lepší rozlišení a vyšší účinnost separace - počet pater, dobu 
analýzy a pracovní tlak. Zvětšuje se také spotřeba mobilní fáze. S kratší kolonou se 
snižuje doba analýzy. 
Většinou je v HPLC používána stacionární fáze navázaná na malé kulovité částice 
oxidu křemičitého. Menší částice poskytují větší povrch a tím lepší separaci, ale tlak 
potřebný k nejvýhodnější lineární rychlosti stoupá s obrácenou hodnotou vnitřního 
průměru umocněného na druhou. 
S povrchem stacionární fáze souvisí velikost pórů. Malé póry poskytují větší povrch, 
přičemž větší póry poskytují lepší pohyblivost hlavně větších analytů. Velikost pórů 
vymezuje schopnost analytu vniknout do částice stacionární fáze a interagovat s jejím 
povrchem. Poměr vnějšího povrchu k vnitřnímu povrchu částice je 1 : 1000, povrchově 
molekulární interakce probíhají převážně na vnitřním povrchu částice. 
Moderní HPLC systémy pracují za vysokých tlaků (5 - 60 MPa), a proto je možné 
použít mnohem menší velikosti částic v kolonách (menší než 2 µm). 
Analyty separované na koloně prochází detektorem, jehož odezva (signál) se přenáší 
do počítače. Detekce je zpravidla spektrofotometrická v ultrafialové (UV, z angl. 
Ultraviolet) nebo viditelné (VIS, z angl. Visible) oblasti, refraktometrická, 
fluorescenční, ampérometrická nebo hmotnostně spektrometrická. Požadavky na 
detektor jsou vysoká citlivost a zároveň nízká citlivost ke změnám průtoků a tlaku, 
široký koncentrační rozsah lineárního úseku odezvy a dostatečně velký poměr mezi 
šumem a měřenou hodnotou.  
Výstupem měření metodou HPLC je chromatogram. Na ose y je měřený signál a na 
ose x je retenční čas. 
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2.5 Lokalizace dvojných vazeb pomocí MS 
 
Lokalizace dvojných vazeb nenasycených sloučenin s dlouhým řetězcem je klasický 
analytický problém, obzvláště v případech kdy jsou analyty přítomny ve směsích nebo 
v nízkých koncentracích. 
Dobrým příkladem vyšších nenasycených organických látek jsou lipidy. 
Nejrozšířenější metodou analýzy lipidů je metoda plynové chromatografie (GC, z angl. 
Gas Chromatography) s hmotnostně spektrometrickou detekcí (MS, a angl. Mass 
Spectrometry). Úspěšná je také analýza některých lipidů pomocí metody HPLC/MS [57; 
58]. Dosud bylo na téma analýzy esterů vyšších mastných kyselin a vyšších 
jednosytných alkoholů (vosků) pomocí metody HPLC/MS publikovaných prací jen 
málo [59-62]. Díky svému nepolárnímu charakteru byly vosky separovány v systému 
nevodného prostředí na reverzní fázi s modifikovanou kolonou C18. Separace byla 
provedena při izokratické eluci s mobilní fází acetonitril/aceton [60-62] nebo 
methanol/aceton/hexan [59]. 
Moneti a jeho spolupracovníci aplikovali chemickou ionizaci (CI, z angl. Chemical 
Ionization) s použitím acetonitrilu jako reagentu v plynné fázi pro zjištění molární 
hmotnosti uhlovodíků. Moneti využil tvorbu aduktů uhlovodíků s iontem CH2CN
+
. [63] 
Moneti následně ukázal, že nenasycené uhlovodíky s jednou dvojnou vazbou tvoří 
adukty [M + 54]
+
, a ty vytváří fragmenty prozrazující polohu dvojné vazby. [64] Adukt 
byl identifikován jako [M + C3H4N]
+
, který vzniká přídavkem (1-metylenimino)-1-
ethenylu (H2C=N
+
=C=CH2) k dvojné vazbě na daném uhlovodíku. [65-69] 
Využití hmotnostní spektrometrie a kolizně indukovaných disociací (CID, z angl. 
Collision-Induced Dissociation) ke zjištění struktury demonstrovali také Tada [62]  a 
Butovich [70; 71]. Analýzu vosků pomocí metody HPLC/MS s chemickou ionizací za 
atmosférického tlaku (APCI, z angl. Atmospheric Pressure Chemical Ionization) 
s mobilní fází acetonitril/etylacetát provedl Cvačka a kolektiv [8]. Cvačka si všiml, že 
v přítomnosti acetonitrilu vosky vytváří adukt s obecným vzorcem [M + 55]
+•
 a dále se 
věnoval měření CID spekter a zkoumání fragmentů tohoto aduktu s vosky. Touto 
metodou bylo stanoveno více jak 50 druhů vosků ve složitějších směsích. [72] Adukt 
[M + 55]
+•
 nebyl nikdy předtím popsán, adukty triacylglycerolů [M + 40]
+





 a [M + 95]
+
 byly popsány v roce 2007 [73].  
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Z rozdílu naměřených přesných hmotností aduktu [M + 55]
+•
 a daného lipidu (M) 
bylo zjištěno, že těchto 55 Da má elementární složení C3H5N. Struktura a mechanismus 
vzniku aduktů [M + 55]
+•
 nejsou dosud zcela objasněny. Cvačka úspěšně aplikoval 
metodu lokalizace dvojných vazeb pomocí HPLC/APCI-MS i na metylestery mastných 
kyselin [74].  
Metoda HPLC/APCI-MS je citlivostí srovnatelná s metodou GC/EI-MS 
(EI = elektronová ionizace, z angl. Electron Ionization) a projevila se jako účinná 
metoda k detekci a určení polohy dvojných vazeb na lipidických látkách a je slibnou 
metodou pro určení struktury dalších nenasycených látek s dlouhým řetězcem. 
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3  Experimentální část 
 
3.1 Seznam použitých chemikálií 
 
Tabulka 1 Seznam použitých chemikálií 
Chemikálie Čistota Výrobce 
Standard kardanolů 99 % 







ruthenium (viz 3.3.1) 
≥ 96 % Zhanan Pharmaceuticals 
Toluen p.a. Lach-Ner 
Ethylen 99,96 % SIAD 
Dichlormethan p.a. Lach-Ner 
Silikagel (0,2 – 0,5 mm) neudána Merck 
Diethylether p.a. Lach-Ner 
1-hexen 97 % Aldrich Chemistry 
cis-2-hexen 95 % Aldrich Chemistry 
trans-2-hexen 97 % Aldrich Chemistry 
trans-3-hexen ≥ 99,9 % Aldrich Chemistry 
Propen 99% Matheson 
Izobuten 99,3% Matheson 
Methanol ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich 
Acetonitril ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich 
Kyselina mravenčí 49 – 51 % Sigma-Aldrich 
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3.2 Metody a instrumentace 
 
3.2.1 Přístroj HPLC/MS 
 
Měření probíhalo na přístroji od firmy Waters tvořeném binární HPLC pumpou 
Waters 1525μ, tandemovým kvadrupolovým hmotnostním spektrometrem Quattro 
Premiere XE a duálním UV absorpčním detektorem Waters 2487. Byla 
použita chromatografická kolona C18 (Hypersil BDS) s rozměry 150 × 3 mm a velikostí 
částic 3 µm. Pro separaci byla použita gradientová eluce (viz Obrázek 7) s mobilními 
fázemi: (A) voda s přídavkem 0,05% kyseliny mravenčí; (B) acetonitril s přídavkem 
0,05% kyseliny mravenčí. Průtok mobilní fáze byl 0,5 ml∙min
-1
. Nástřik na kolonu byl 
prováděn manuálně pomocí dávkovacího ventilu (Rheodyne) s dávkovací smyčkou o 
objemu 5 μl. 
 
 
Obrázek 7 Graf průběhu gradientové eluce pro mobilní fázi B 
 
Duální UV detektor byl nastaven na vlnovou délku 280 nm.  
Hmotnostní spektrometr byl nastaven do negativního módu (analýza negativních 
iontů), látky separované na koloně byly ionizovány pomocí elektrospreje a spektra byla 
zaznamenávána v rozsahu m/z 200 – 500 resp. 200 – 800. Doba skenu byla 2 s. 
Parametry elektrosprejového iontového zdroj byly následující: napětí na sprejovací 
kapiláře 2,8 kV, potenciál kuželové elektrody 30 V, teplota zdroje 100 °C, teplota 
nebulizačního plynu (N2) 200 °C a průtok nebulizačního plynu 300 l∙h
-1
. Vzhledem 
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k vlastnostem měřených fenolických látek byly detekovány ionty (M-H)
-
, které jsou 
viditelné právě v negativním módu. 
Pro experimenty s modelovými olefiny a zkoumání jejich reakcí s ionty m/z 54, 55 
nebo 56 byl použit APCI iontový zdroj, hmotnostní spektrometr byl nastaven do 
pozitivního módu (analýza pozitivních iontů) a spektra byla měřena v rozsahu  
m/z 20 – 400. Prvním kvadrupolem byl vždy vybrán daný iont, se kterým reagoval v T-
WAVE srážkové cele neutrální plyn (tlak 500 Pa). Měření probíhalo za následujících 
podmínek: proud koronového výboje 20,5 µA, potenciál kuželové elektrody 24 V, 
teplota zdroje 100 °C, teplota nebulizačního plynu (N2) 200 °C a průtok nebulizačního 
plynu 100 l∙h
-1
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3.2.2 EI-MS 
 
Měření EI-MS spektra bylo prováděno na hmotnostním spektrometru sektorového 
typu ZAB2-SEQ. Vzorek by napouštěn do ionizační komory pomocí sondy přímeho 
vstupu a plynné molekuly vzorku byly ionizovány svazkem elektronů o energii 70 eV 
při teplotě 150 °C. Přístroj byl nastaven do pozitivního módu. Magnetickým 
hmotnostním analyzátorem bylo proměřeno celé spektrum vzniklých kladných iontů.  
 
3.2.3 UV/VIS spektrofotometr 
 
Přístroj UV-1800 Shimadzu UV Spectophotometer s dvoupaprskovým systémem byl 
použit k měření UV/VIS spekter. Spektra byla měřena v rozmezí 190 – 800 nm, resp. 
190 – 400 nm. Skenovací interval byl nastaven na 0,2 nm. Zdroj záření se automaticky 
měnil při 340 nm. K měření byla používána křemenná kyveta o šířce 0,5 cm. 
 
3.2.4 IR spektrometr 
 
Pro měření IR spekter byl použit přístroj Nicolet 6700 s pyroelektrickým detektorem 
na bázi deuterovaného triglycinsulfátu (DTGS, z angl. Deuterated Triglycine Sulfate) a 
s děličem paprsků bromidem draselným. Byla použita technika zeslabené úplné 
reflektance (ATR, z angl. Attenuated Total Reflectance) s krystalem selenidu 
zinečnatého. Počet skenů byl nastaven na 64, rozlišení na hodnotu 4. 
 
3.2.5 Ramanův spektrometr 
 
Pro určení cis a trans izomerů bifenolického standardu byl použit přístroj DXR 
Raman Microscope Thermo Scientific, Madison, WI s 532nm laserem. Měřeny byly 
pouze Stokesovy linie. Spektrum bylo měřeno v rozsahu 46 – 3500 cm
-1
 s časem 
expozice 5 s a s počtem expozic 100. 
 
 - 30 - 
3.2.6 NMR spektrometr 
 
Spektra NMR byla měřena na přístroji Bruker Avance III s vodíkovou frekvencí 
600 MHz vybaveném chlazenou sondou s vysokou citlivostí. Experimenty zahrnovaly 
standardní vodíková a uhlíková spektra, spektrum DQF-COSY (z angl. Doube-
quantum-filtered Correlation Spectroscopy) ukazující J-interakce vodík-vodík, 
spektrum HSQC (z angl. Heteronuclear Single Quantum Correlation) pro korelace 
vodíků s uhlíky vázaných přes jednu chemickou vazbu a spektrum HMBC (z angl. 
Heteronuclear Multiple Bond Correlation) pro korelace přes více vazeb. 
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Pro syntézu standardů 3-(non-8-en-1-yl)fenolu a 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu 
byl použit Zhanův katalyzátor (ZK) (viz Obrázek 8) odvozený z Hoveyda – Grubbsova 
katalyzátoru druhé generace.  
 
 
Obrázek 8 Struktura Zhanova katalyzátoru [75] 
 
3.3.2 Metateze kardanolů - ethenolýza 
 
Ethenolýza byla prováděna ve Shlenkově nádobě za podmínek nedávno popsaných v 
literatuře [76]. Reakce (viz Obrázek 9) byla prováděna dvakrát: poprvé poměr ZK a 
kardanolu činil při 1 : 250 a podruhé byl poměr zvýšen na 1 : 100. Po ukončení reakce 
byla směs katalyzátoru a produktu v toluenu separována na koloně naplněné přibližně 
400 g silikagelu. Kolona byla promyta nejprve cca 300 ml toluenu a poté cca 200 ml 
směsi dichlormethanu a toluenu (2 : 3). Následně byla rozpouštědla odpařena na 
vakuové odparce. Nažloutlý odparek byl destilován ve vakuové destilační aparatuře 
Büchi  
B-585. Počáteční teplota destilace byla 80 °C. Každých 30 minut se teplota zvýšila o 
20 °C až na konečnou teplotu destilace 200 °C. Výsledná destilační frakce byla 
bezbarvá. 
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Obrázek 9 Schéma ethenolýzy směsi kardanolů 
 
Produktem ethenolýzy je 3-(non-8-en-1-yl)fenol, který byl analyzován metodou 
HPLC/MS v průběhu úprav: ihned po ukončení reakce, po separaci na koloně, po 
odpaření rozpouštědel a po destilaci.  
Konverze byla přibližně 45 %. 
 
3.3.3 Metateze 3-(non-8-en-1-yl)fenolu 
 
Metateze 3-(non-8-en-1-yl)fenolu (viz Obrázek 10) byla provedena ve Shlenkově 
nádobě za konstantního tlaku argonu 97,33 kPa. Poměr ZK a 3-(non-8-en-1-yl)fenolu 
byl 1 : 50 a koncentrace 3-(non-8-en-1-yl)fenolu byla 0,6 mol∙dm
-3
. Směs ZK, 3-(non-8-
en-1-yl)fenolu a toluenu, který byl předtím přečištěn dle publikovaného postupu [76], 
byla zahřívána na olejové lázni a udržována při teplotě 35 °C po dobu 3,5 h. 
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Obrázek 10 Schéma metateze 3-(non-8-en-1-yl)fenolu 
 
Po skončení reakce byla směs separována na silikagelové koloně. Jednotlivé složky 
směsi byly z kolony postupně eluovány toluenem (cca 600 ml), dichlormethanem (cca 
300 ml) a diethyletherem (cca 150 ml). Analýza vzorků produktů metateze odebraných 
v průběhu zpracování byla povedena na přístroji HPLC/MS. Produkt metateze byl dále 
charakterizován pomocí EI-MS, UV/VIS spektroskopie, IR a Ramanovy spektroskopie 
a metody NMR. 
Metateze byla opakována s poměrem ZK a 3-(non-8-en-1-yl)fenolu 1 : 25. Reakce 
probíhala při stálé teplotě 60 °C po dobu 3 h. 
 
3.3.4 Sběr frakcí pro měření Ramanových spekter 
 
Pro preparativní separaci hlavních složek bifenolického standardu byl použit stejný 
přístroj HPLC (Waters, viz 3.2.1), stejná kolona a stejné experimentální podmínky jako 
v případě analytických měření. Pouze 5 μl dávkovací smyčka byla nahrazena smyčkou 





. Ve vzorku převažovaly dvě složky (viz Obrázek 13, 
retenční časy 13,768 min a 14,152 min), pravděpodobně cis a trans izomery 3,3'-
hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu, které byly po průchodu UV detektorem manuálně 
odebrány do skleněných 1,5ml vialek. Tento postup byl opakován čtyřikrát.  
Nasbírané frakce byly poté zakoncentrovány na objem cca 200 µl odpařením mobilní 
fáze za sníženého tlaku.  
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3.3.5 Měření Ramanových spekter 
 
Pro analýzu Ramanovou spektroskopií bylo použito 5 µl zakoncentrovaných frakcí, 
které byly naneseny na terčík (hliníková fólie), z něhož se rozpouštědlo samovolně 
během několika minut odpařilo. Tímto způsobem se na terčíku vytvořily mikroskopické 
krystaly. Ramanova spektra pak byla získána rozptylem laserového paprsku na jednom 
z těchto krystalů. 
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3.4 Studie mechanismu lokalizace dvojné vazby 
 
První pokusy s modelovými olefiny probíhaly přímým nástřikem roztoku 
modelového olefinu v acetonitrilu do APCI iontového zdroje ve snaze co nejvíce 
napodobit podmínky metody lokalizace dvojné vazby lipidických látek acetonitrilovou 
APCI-MS [8; 72; 74]. Intenzita aduktů [M + 55]
+•
 byla ale při této metodě tak nízká, že 
v hmotnostním spektru bylo kromě aduktu [M + 55]
+•
 i velké množství okolních 
satelitních píků, a tak byl navržen jiný postup pro zkoumání modelových olefinů.  
Navržený postup spočíval v napouštění čistého acetonitrilu do iontového zdroje 
APCI s průtokem acetonitrilu 10 µl∙min-1. Následně byl prvním kvadrupólem vybrán ze 
směsi iontů jeden určitý kationt (m/z 54, 55 nebo 56), který byl dále zaveden do  
T-wave srážkové cely, kde reagoval s neutrálním plynem (tlak 500 Pa) modelové 
molekuly olefinu: ethylenu, propenu, isobutenu a izomerů hexenu (hex-1-en, cis-hex-2-
en, trans-hex-2-en a hex-3-en). Druhým kvadrupólem pak byla detekována spektra 
v rozsahu m/z 200 – 400. 
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4 Výsledky a diskuze 
 
První část výsledků je věnována analýze produktů ethenolýzy a metateze a jejich 
charakterizací pomocí metod HPLC/MS, MS/MS, EI-MS, UV/VIS, IR, Ramanovy a 
NMR spektroskopie.  
Druhá část je pak věnována výsledkům studie lokalizace dvojné vazby pomocí metod 
MS a MS/MS. Studie byla prováděna s ethylenem, izomery hexenu, propenem a 
izobutenem. 
 
4.1 Analýza standardu 
 
4.1.1 Optimalizace podmínek HPLC 
 
Metoda HPLC založená na izokratické eluci a používaná v publikaci [76], byla 
optimalizována pro měření produktů metateze kardanolů zavedením gradientové eluce. 
Izokratická eluce měla několik nevýhod: dlouhou dobu analýzy, široké píky a nižší 
citlivost. Zavedením gradientu se nevýhody odstranily, přičemž se doba analýzy zkrátila 




Na chromatogramu (viz Obrázek 11) vzorku odebraného po ethenolýze s poměrem 
ZK a kardanolu 1 : 250 převažuje produkt identifikovaný jako 3-(non-8-en-1-yl)fenol 
(m/z 218) s retenčním časem 5,868 min. 
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Obrázek 11 UV chromatogram (λ = 280 nm) 3-(non-8-en-1-yl)fenolu po ethenolýze 
(1 : 250) a po vakuové destilaci 
 
Produkt 3-(non-8-en-1-yl)fenol druhého pokusu ethenolýzy (viz Obrázek 12), při 
kterém bylo použito více katalyzátoru za jiných reakčních podmínek, má nižší intenzitu 
než produkt prvního pokusu. Produkt druhého pokusu nebyl přečištěn vakuovou 
destilací, což je příčinou zbytku rozpouštědla (toluenu) viditelného na chromatogramu 
v čase 3,04 min.  
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Obrázek 12 UV chromatogram (λ = 280 nm) 3-(non-8-en-1-yl)fenolu po ethenolýze 
(1 : 100)  
 
Bifenolický standard, který byl syntetizován homometatezí 3-(non-8-en-1-yl)fenolu, 
se na chromatogramu (viz Obrázek 13) objevil ve dvou frakcích v retenčních časech 
13,768 min a 14,152 min (4) a (5). Jak bylo později potvrzeno Ramanovou 
spektroskopií (viz 4.1.6), jedná se o cis a trans izomery dané látky, z čehož 
kvantitativně převažuje izomer trans. Dále jsou na chromatogramu zřetelné píky 
homologické sloučeniny kratší o –CH2 skupinu. Tento homolog také vytváří cis a trans 
izomery s retenčními časy 12,218 min a 12,302 min (2) a (3). Další homolog kratší o –
(CH2)2 skupinu je zastoupen ve velmi malém množství, ale přesto je patrný pík 
v retenčním čase 10,435 min (1).  
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Obrázek 13 UV chromatogram (λ = 280 nm) produktů metateze (1 : 50) s píky 
odpovídajícími iontům (1) m/z 379, (2), (3) m/z 393 a (4), (5) m/z 407 
v hmotnostním spektru 
 
Z grafu vyplývá, že těsně před metatezí nebo během ní se dvojná vazba může na 
řetězci posouvat a tím tak mohou vznikat sloučeniny s řetězcem kratším o –(CH2)n 
skupiny.  
Při reakci s extrémnějšími podmínkami (s větším množstvím katalyzátoru a při vyšší 
teplotě) vzniklo více nižších homologů než při podmínkách prvního pokusu metateze 
(viz Obrázek 14). Z toho vyplývá, že při podmínkách podporujících reakci podléhají 
produkty znovu a znovu metatezi, přičemž se řetězec zkracuje o jednu nebo o více 
methylenových skupin. 
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Obrázek 14 UV chromatogram (λ = 280 nm) produktů metateze (1 : 25) 
 
 
 - 41 - 
4.1.3 MS/MS 
 
Jednotlivé frakce z analýzy HPLC bifenolického standardu byly charakterizovány 
pomocí metody MS/MS. Iont m/z 407 se rozpadá na ionty m/z 106, 119 a 133 (viz 
Obrázek 15). Vzhledem k tomu, že ionty m/z 393 a 379 jsou homology iontu m/z 407 
kratší o jednu nebo o dvě –CH2 skupiny, na kolizních spektrech jsou výrazné stejné 
fragmenty jako pro bifenolický standard (viz Obrázek 16 a Obrázek 17). 
 
 
Obrázek 15 CID spektrum (Ar, 1 Pa, 40 eV) iontu (M-H)-  3,3'-hexadec-8-en-1,16-
diyldifenolu 
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Obrázek 17 CID spektrum (Ar, 1 Pa, 40 eV) iontu (M-H)-  3,3'-tetradec-7-en-1,14-
diyldifenolu 
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Metoda MS/MS byla použita také v průběhu analýzy HPLC bifenolického standardu. 
Pro dvojice píků z chromatogramu produktů metateze (viz Obrázek 13) označených 
jako (2), (3) a (4), (5) byla změřena CID spektra. Spektrum píku (2) bylo totožné se 
spektrem píku (3). Totéž platilo pro spektra druhé dvojice píků (4) a (5). Přítomnost 
dvojic frakcí separovaných na koloně HPLC a zároveň totožnost jejich CID spekter 






Obrázek 18 Hmotnostní spektrum EI-MS standardu 3-(non-8-en-1-yl)fenolu 
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Obrázek 19 Hmotnostní spektrum EI-MS standardu 3,3'-hexadec-8-en-1,16-
diyldifenolu 
 
Hmotnostní spektrum EI-MS 3-(non-8-en-1-yl)fenolu (viz Obrázek 18) je stejné jako 
nedávno publikované spektrum [77]. 
Na hmotnostním spektru 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu lze pozorovat 
vznikající kratší homology bifenolického standardu s m/z 394 a m/z 380 (viz Obrázek 
19). Poměry píků m/z 408, 394 a 380 v hmotnostním spektru EI-MS přibližně 
odpovídají poměrům píků (5) a (4), (3) a (2) a (1) v HPLC chromatogramu (viz Obrázek 
13). 
 
4.1.5 UV/VIS spektra 
 
Na grafu (viz Obrázek 20) je UV/VIS spektrum 3-(non-8-en-1-yl)fenolu a 3,3'-
hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu. Maxima píků jsou ve vlnových délkách 273 a 280 nm. 
Vzorek 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu se stejnou koncentrací jako vzorek  3-
(non-8-en-1-yl)fenolu absorboval záření v UV oblasti dvojnásobně. 
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Ze změřených absorbancí a určených hodnot maxim byly spočítány extinkční 
koeficienty obou látek. Extinkční koeficienty standardu 3,3'-hexadec-8-en-1,16-


























 pro vlnovou 
délku 280 nm.  
Poměry molárních extinkčních koeficientů monofenolického a bifenolického 
standardu jsou pro vlnovou délku 273 nm 0,50 a pro vlnovou délku 280 nm 0,51. Z toho 
lze usoudit, že extinkční koeficienty jsou v tomto případě za daných podmínek aditivní, 
a že se oba chromofory v molekule 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu pravděpodobně 
vzájemně neovlivňují.  
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4.1.6 IR a Ramanova spektra 
 
Na IR spektru (viz Obrázek 21) lze rozpoznat funkční skupiny OH a alifatické 
skupiny CH2. Skupiny OH navázané na aromatické jádro odpovídají frekvenci 





Obrázek 21 IR spektrum standardu 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu 
 
Ramanova spektra obou frakcí získaných separací na chromatografické koloně se liší 
v oblasti valenční vibrace dvojné vazby (viz Obrázek 22). Rozlišení cis a trans izomerů 
pomocí Ramanovy spektroskopie bylo již v literatuře popsáno, například u kyseliny 
olejové [78]. V této publikaci autoři popsali valenční vibraci cis dvojné vazby při 
vlnočtu 1656 cm
-1
, zatímco pro trans dvojnou vazbu byl vlnočet 1671 cm
-1
. Analogicky 
byly analyzovány dvě frakce 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu separované na HPLC 
koloně. Méně zastoupená frakce se projevila ve spektru při vlnočtu 1659 cm
-1
, který 
odpovídá cis izomerii. Více zastoupená frakce měla vlnočet 1672 cm
-1
, čímž jí byla 
přiřazena izomerie trans. 
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Obrázek 22 Ramanovo spektrum: (1) směsi cis a trans izomerů bifenolického 
standardu, (2) frakce cis izomeru a (3) frakce trans izomeru 
 





H NMR spektra se projevují posuny vodíků některých částí molekuly 3,3'-
hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu (viz Obrázek 23 a Obrázek 24). Na první pohled lze 
vidět protony na dvojné vazbě (5,42 ppm), skupinu OH (6,75 ppm) a alifatickou část 
představuje intenzivní nedokonale rozlišený multiplet při 1,33 ppm. 
 
 
Obrázek 23 1H NMR spektrum 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu 
 
 
Obrázek 24 Hodnoty posunů signálů a jejich přiřazení v 1H NMR spektru 3,3'-
hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu 
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Iont m/z 55 byl ze směsi iontů vznikajících ve zdroji APCI vybrán kvadrupólem a 
poté reagoval s neutrálními molekulami ethylenu za vzniku aduktu [M + 55]
+•
 s m/z 83 
(viz Obrázek 25). Stejný experiment byl opakován s vybranými ionty m/z 54 a m/z 56. 
Adukt [M + 54]
+
 se nevytváří, jak lze vidět ve spektru (1), a adukt [M + 56]
+
 vzniká jen 
s velmi malou intenzitou (spektrum (3)). 
 
 
Obrázek 25 Hmotnostní spektra produktů reakce ethylenu s vybraným: (1) iontem 




Propen reaguje s iontem m/z 54 a vytváří tak adukt [M + 54]
+
 s velmi malou 
intenzitou. Přibližně stejnou intenzitu má adukt s iontem m/z 56. S iontem m/z 55 
reaguje propen lépe za vzniku aduktu [M + 55]
+•
 s m/z 97. 
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Obrázek 26 Grafy produktů reakce propenu s vybraným: (1) iontem m/z 54, (2) 




Hex-1-en projevil poměrně vysokou reaktivitu ze zkoumaných látek s vybranými 
ionty. S iontem m/z 54 ochotně reaguje za vzniku aduktu s m/z 138. Reaktivita je nižší 
s iontem m/z 55, ale přesto je viditelný pík aduktu s m/z 139. Pík aduktu [M + 56]
+
 
s m/z 140 má téměř stejnou intenzitu jako pík aduktu [M + 55]
+•
.  
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Obrázek 27 Grafy produktů reakce hex-1-enu s vybraným: (1) iontem m/z 54, (2) 
iontem m/z 55 a (3) iontem m/z 56 
 
Přestože má iont m/z 55 nízkou intenzitu v porovnání s ionty m/z 54 a 65 
vytvářenými v APCI iontovém zdroji, provedenými experimenty bylo prokázáno, že 
iont m/z 55 tvoří s nenasycenými sloučeninami adukt [M + 55]
+•
. Vysvětlením jeho 
zvýšené reaktivity je pravděpodobně to, že se jedná o kation-radikál, s čímž je převážně 
spojena nestabilita a vyšší schopnost interakce než u ostatních typů iontů.  
Jak bylo zmíněno v teoretickém úvodu, elementární složení iontu m/z 55 odpovídá 
C3H5N. Z výpočtů potenciálních energií pro 15 cyklických a necyklických C3H5N 










 = -1) [79]. 
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Obrázek 28 Hodnoty potenciálních energií zkoumaných struktur izomerů se 
složením C3H5N [79] 
 




 byla provedena o rok později 
v roce 1999. [80] Ionty byly připraveny iontově molekulárními reakcemi mezi 
ionizovaným cyklobutanonem nebo ketenem a acetonitrilem nebo methylizokyanidem a 
následně byla naměřena hmotnostní spektra produktů reakcí daných iontů s 






Stejný experiment reakce s dimethyldisulfidem (DMDS) byl proveden za účelem 
získání kvalitativní informace o iontu s elementárním složením C3H5N pocházejícího z 
acetonitrilu v plynné fázi přímo v iontovém zdroji APCI. Identifikace iontu 
s elementárním složením C3H5N proběhla na základě porovnání nově naměřených 
hmotnostních spekter s hmotnostními spektry z předchozího (viz Obrázek 29) [80]. Iont 
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Obrázek 29 Porovnání grafů hmotnostních spekter produktů reakcí: (1) připraveného 
CH3CNCH2
+•
 s DMDS [80] a (2) CH3CNCH2
+•
 z acetonitrilové APCI s DMDS 
 
Teoretickými výpočty byla navrhnuta struktura aduktu nenasycené sloučeniny M 
s iontem m/z 55 [CH3CNCH2]
+•
. Základem navrhnuté struktury je 2-methylpyrrolidin 
(viz Obrázek 30). 
 
 
Obrázek 30 Struktura aduktu [M + 55]+• 
 
Dále byl navržen možný mechanismus vzniku aduktu. Kation-radikál 
[CH3CNCH2]
+•
 naruší dvojnou vazbu molekuly nenasycené sloučeniny. Nově 




Obrázek 31 Schéma mechanismu vzniku aduktu [M + 55]+• 
1 2 
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5 Závěr 
 
Pro analýzu produktů metateze kardanolů byla optimalizována metoda HPLC/MS 
založená na použití gradientové eluce s mobilními fázemi acetonitril/voda s přídavkem 
0,05% kyseliny mravenčí. 
Monofenolický standard, 3-(non-8-en-1-yl)fenol, byl připraven kometatezí kardanolů 
s ethylenem (ehtenolýzou) za působení Zhanova katalyzátoru. Bifenolický standard 3,3'-
hexadec-8-en-1,16-diyldifenol byl připraven homometatezí 3-(non-8-en-1-yl)fenolu se 
stejným katalyzátorem jako u ethenolýzy. Stupeň konverze byl přibližně 45 %. Standard 
3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenol je nově připravená, v literatuře ještě nepopsaná 
látka, a proto byla dále charakterizována pomocí metod HPLC/MS, MS/MS, EI-MS, 
UV/VIS, IR, Ramanovy a NMR spektroskopie. Bifenolický standard byl připraven jako 
směs cis a trans izomerů, které byly preparativně separovány. Frakce cis a trans 
izomeru 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu byly identifikovány pomocí Ramanovy 
spektroskopie, přičemž se ukázalo, že trans izomer ve směsi převažuje. 
Standardy 3-(non-8-en-1-yl)fenol a 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenol byly 
charakterizovány také pomocí spektrometrie UV/VIS a pro obě látky byly stanoveny 
hodnoty extinkčních koeficientů při vlnových délkách 273 nm a 280 nm. Poměry 
extinkčních koeficientů 3-(non-8-en-1-yl)fenolu a 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu 
naznačují, že jsou v tomto případě a za daných podmínek koeficienty aditivní, a že se 
oba chromofory v molekule 3,3'-hexadec-8-en-1,16-diyldifenolu pravděpodobně 
vzájemně neovlivňují. 
Modelová studie zaměřená na objasnění molekulárního mechanismu tvorby aduktů, 
na nichž je založena metoda lokalizace dvojných vazeb pomocí metody APCI-MS 
s použitím acetonitrilu, byla provedena na ethylenu, izomerech hexenu, propenu a 
izobutenu. Konkrétně byla zkoumána tvorba aduktů [M + 55]
+•
. Adukty s iontem m/z 55 
vytvářel velmi dobře ethylen a propen, hex-1-en vytvářel adukt s malou intenzitou a 
izobuten téměř vůbec. Rozdíly v tvorbě aduktu mezi cis a trans izomery hex-2-enu byly 
zanedbatelné. Důležitým závěrem této modelové studie je, že adukt [M + 55]
+•
 při 
acetonitrilové APCI olefinů vzniká adicí iontů m/z 55 na dvojnou vazbu, a to navzdory 
jeho velmi malému zastoupení v APCI plazmě [72].   
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Na základě reaktivity s DMDS byla iontům m/z 55 vznikajícím pří APCI 
v přítomnosti acetonitrilu připsána struktura N-methylidu acetonitrilu, [CH3CNCH2]
+•
.  
 Struktura aduktu nenasycené sloučeniny M s iontem m/z 55 byla navržena jako 2-
methylpyrrolidin (viz Obrázek 30) a dále byl navržen mechanismus vzniku tohoto 
aduktu jako adice iontu m/z 55 na dvojnou vazbu alkenu (Obrázek 31). 
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